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L1ENARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

H 28045PC 

Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/ 10333 

Anmelder 



(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 

siehe Mrtteilung Ciber die Ubermittlung des internationalen 
RecheTchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sow.e, sowert 

zutretfend, nachstehen der Punkt 5 

(Friihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 



WEITERES 
VORGEHEN 

Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

22/12/1999 



23/12/1998 



AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES GMBH & CO. 



KG 



Oieser international Recherchenbericht wurde von der .nternationa^ erstelH und wird dem Anmelder gem** 

Artkri 1 8 Obermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermrttelt. 

Oieser -g*^ Unterlagen zum Stand der Technikbei. 

1 



□ 



Die international Recherche ist auf der Grundiage einer bei der BehSrde eingereichten Obersetzung der internationalen 

Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

n in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaHen ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden «t 
bei der Behorde nachtraglich in schrittlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computertesbarer Form eingereicht worden ist. cnohaltd6r 
Die ErMarung da R das nachtrag.ich eingereichte schrttliche Seguenzprotokol, nicht uber den OffenbarungsgehaK der 
?n ternattonaten Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

T^Z ™ - in Iputerlesbarer Form erfaBten informationen dem schr«t.ichen Secuenzprotokol, entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2 . Q Best.mmte Anspruche haben slch a.s n.cht recherch.erbar erwiesen (siehe Fe.d I). 

3. Q Mangelnde Elnheltllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
Q wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

L J Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Ze.chnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr 

|T| wie vom Anmetder vorgeschlagen 

Q we j| der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
Q weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



| | keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



nach Zeile 3 bitte folgenden Text hinzufiigen: 

Gberraschenderweise wurde nun gefunden, dass die VerknUpfung von , z wei oder 

SSjtelltJst SSaSbt, wobei sich die verschiedenen Testergebnisse 
untereinander nicht im wesentlichen storen. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



INGSGB 



Internationales Aktenzelchen 



JJ)TEP^99/10333 



I PK^7 SIF1Z GoTI?3^7^8 MELDU G^^B37l4 A 2 ° tS G01N33/53 G01N33/543 C12Q1/68 



Nath der Intemationalen Patentkla ssifikation (IPK> Oder nach der nationalen Klassiflkation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G01N 

-Ri^hirchierte aber nich, zum Mindes.pruts.oft gehorende Veroffentlichungen. sowei, diese unter die recherchierten Cietaete fallen 
Wahrend der international Rech erche Konsultierte eiek.ronische Da.enbank (Name der Oa.enbank und evtl. verwendete suchbeg-iffe. 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 

X 
A 
X 
A 



Bezeichnung der 



Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WO 92 18866 A (BIOSITE DIAGNOSTICS INC) 
29. Oktober 1992 (1992-10-29) 
das ganze Dokument 

WO 98 23956 A (UNIV LONDON ; TEDDER RICHARD 
SETON (GB)) 4. Juni 1998 (1998-06-04) 
das ganze Dokument 



Betr. Anspruch Nr. 

25-36 

1-24 

25,26, 

28,32-36 

1-24 



la 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 

entnehmen 

> Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den ailgemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen tst 
"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeidedatum veroffentlicht worden ist 
"L " Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schefnen zu lassen odef durch die das Veroffentlichungsdatum e.ner 
anderen ?\m Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (w.e 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche OJf^amng . . 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
-P- Verbffentlichung 9 die vor dem intemationalen Anmeidedatum aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem .ntemationalen Anrn^dedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden 'St undm.t der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist , 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung mcht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

«Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beansp^chte Erfindung | 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkett beruhend betrachte t 
werSen, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahehegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

6. Juni 2000 

Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 

Formblatt PCT/IS A/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

11/07/2000 

Bevollmachtigter Bediensteter 

Gundlach, B 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

pn on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



WO 9218866 



Publication 
date 



29-10-1992 



In terna tional Application No 

jJ^EP 99/10333 



Patent family 
member(s) 



AU 
CA 
EP 
FI 
JP 
NO 
US 



1911592 
2107899 
0579767 

934438 
6507021 

933582 
5851776 



A 
A 
A 
A 
T 
A 
A 



Publication 
date 



17-11-1992 
11-10-1992 
26-01-1994 
04-11-1993 
04-08-1994 
10-12-1993 
22-12-1998 



WO 9823956 A 04-06-1998 NONE 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



Copy for the Elected Office (EO/US) 

PATENT COOPERATION TREATY 



PCT/EP99/10333 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 

20 December 2000 (20.12.00) 



Applicant's or agent's file reference 
H 28045 PC 



International application No. 
PCT/EP99/10333 



To: 



BOSL, Raphael 

Bardehle, Pagenberg, Dost, 

Altenburg, Geissler, Isnbruck 

Galileiplatz 1 

D-81679 Munchen 

ALLEMAGNE 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International filing date (day/month/year) 

22 December 1999 (22.12.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant [x] the inventor Q the agent Q the common representative 


Name and Address 

WAGNER, Thomas 
Romerstrasse 18 
D-65719 Hofheim 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| [ the person the name X the address the nationality the residence 


Name and Address 

WAGNER, Thomas 
Sonnenbiihlstrasse 73 
78464 Konstanz 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
|~X] the receiving Office \^\ the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority [^<] the elected Offices concerned 
| X | the International Preliminary Examining Authority | | other: 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 






34, chemin des Colombettes 


N. Wagner 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




Form PCT/IB/306 (March 1994) 




003733114 



VERTRAG UBER ^INTERNATIONALE ZUSAI^fN ARBEIT AUF DEM 

REC'O 2 8 NOV 2000 
7 !PO PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
H28045PC B6/sa 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/10333 


Internationales Anme\de6a\um(Tag/Monat/Jahr) 
22/12/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
23/12/1998 


Internationale Patentktassification (IPK) oder r 
G01N33/58 


rationale Ktassifikation und iPK 


Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES GMBH & CO...et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

E3 AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 8 Blatter. 



^EBIET DES PATENTWESEnS 

PCT 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundiage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



11/04/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



24.11.2000 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Hoesel, H 

Tel. Nr. +49 89 2399 8693 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthatten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-13 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 _ 36 eingegangen am 31/1 0/2000 mit Schreiben vom 30/1 0/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgef uhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlli, Blatt 1) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 - 36 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 - 24 

Nein: Anspruche 25 - 36 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 - 36 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: US-A-5,635,352 
D2: WO-A-98/23956 

SEKTION V: 

1 . Aufgrund der Klarstellung, daB die "Marker" zu analysierende Bestandteile der 
Probe darstellen, sind die in den unabhangigen Anspruchen 1 und 2 dargelegten 
Verfahren neu gegenuber Testmethoden, die die Bestimmung eines einzigen 
Analyten unter Verwendung eines mehrfach indirekten Nachweises beinhalten 
(siehe D1, und Sektion VIII, Punkt 4). 

Die anspruchsgemaBen Merkmale lassen sich zudem nicht in naheliegender 
Weise aus dem Stand der Technik gemaB des Recherchenberichts ableiten. 

Das Verfahren gemaB der Anspruche 1 - 24 scheint somit neu zu sein und auf 
erfinderischer Tatigkeit zu beruhen, und somit die Erfordernisse der Artikel 33(2) 
und (3) PCT zu erfiillen. 

2. Anspruch 25 richtet sich auf Testkits, die (mindestens) zwei Erkennungsspezies 
zur Bindung zweier verschiedener Analyte ("Marker") unter Komplexbildung 
enthalten, wobei zwei der Bindungsspezies unterschiedlich markiert sind. 

Im Gegensatz zu den Anspruchen 1 und 2 geht aus dem Anspruchwortlaut nicht 
hervor, welche funktionale Beziehung zwischen den verschiedenen Markern und 
Erkennungsspezies besteht, z.B. ob jeweils getrennte Komplexe (e1 x ml bzw. 
e2 x m2) oder ein alle Bestandteile enthaltender Komplex gebildet wird. 

Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyte unter Verwendung 
von fur die jeweiligen Analyte spezifische, und voneinander unterscheidbare Er- 
kennungsreagenzien, sind aus dem Stand der Technik bekannt (s. D2, S. 1, Z. 25 
- 28, S. 2, Z. 13 - 26 und S. 4, Z. 21 - 23). Der Fachmann wiirde die Zusammen- 
stellung der dafur notwendigen Reagenzien, insbesondere der Erkennungsspe- 
zies in Form von Testkits als naheliegende MaBnahme erachten. Derartige Kits 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 



wurden in den Schutzbereich der vorliegenden, breiten Anspruche 25 und 26 
fallen. 

Die genannten Anspruche erfullen somit nicht die Erfordernisse des Artikels 33(3) 
PCT (siehe auch Sektion VIII, Punkt 5). 

Der Einwand bezieht sich gleichermaBen auf die abhangigen Anspruche 28, 32 
und 33, deren Merkmale in D2 vorbeschrieben sind, sowie auf die Anspruche 34 - 
36, die sich auf die konventionelle Verwendung des naheliegenden Testsystems 
in bekannten Testverfahren (die gemaB Anspruchswortlaut nicht mit den in An- 
spruch 1 und 2 genannten Verfahren identisch sein mussen) richten. 

3. Die Merkmale der abhangigen Anspruche 27, 29 - 31 sind aus D2 nicht ableitbar. 
Berucksichtigung dieser Merkmale in den ubergeordneten Anspruchen fuhrt je- 
doch nicht zu einem Produkt, das speziell fur die Ausfiihrung des erfindungsge- 
maBen Verfahrens angepaBt ware, und die vorgegebene Aufgabenstellung losen 
konnte. 

Die obengenannten Anspruche genugen somit nicht den Erfordernissen des 
Artikels 33(3) PCT (siehe auch Sektion VIII, Punkt 6). 

SEKTION VIII: 

4. Laut Anspruch 1 stellen die als Marker bezeichneten Assaykomponenten zu ana- 
lysierende Substanzen z.B. in einer klinischen Probe dar. Als solche liegen "Mar- 
ker" oder genauer ausgedruckt "Analyte" grundsatzlich in unmarkierter Form 
und in unbekannter Konzentration vor. Den beiden vorliegenden Arbeitsbei- 
spielen liegt jedoch die Bestimmung einer einzigen unmarkierten, und somit 
als Analyt anzusehenden Substanz zugrunde. Die Arbeitsbeispiele fallen somit 
nicht in den Schutzbereich der vorliegenden Anspruche. Hinsichtlich derverwen- 
deten Reagenzien (die als "Marker 2" bezeichnete Substanz wurde als Fluores- 
zein-markiertes Derivat und in vorgegebener Konzentration zugesetzt) beschrei- 
ben die Beispiele ein Verfahren zur Bestimmung eines einzigen Analyten unter 
Verwendung von mehrfach indirekter Markierung. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es liegt somit ein Widerspruch zwischen dem experimentellen Teil der Beschrei- 
bung und dem Anspruchsgegenstand vor. Die Anmeldung genugt somit nicht den 
Erfordernissen des Artikels 6 PCT. 

Verfahren unter Verweridung mehrfach indirekter Markierung und Signalamplifika- 
tion sind in D1 vorbeschrieben. Sollte der Begriff "Marker" dahingehend ausgelegt 
werden, daB er in vorgegebener Menge zugesetzte, und insbesondere markierte 
Reagenzien umfaBt, deren Funktion genauer mit dem Begriff "Erkennungsspe- 
zies" umschrieben ware, ergabe sich ein Einwand wegen fehlender Neuheit 
gegenuber D1 : 

GemaB der beiden vorliegenden Arbeitsbeispiele ist das als "m2" bezeichnete 
Reagenz kein Analyt, sondern dient als Detektionsmittel, und ist somit hinsichtlich 
seiner Signalfunktion und Lokalisation im resultierenden Reaktkionskomplex als 
vierte Erkennungsspezies n e4", aufzufassen. Es hat damit identische Funktion wie 
die Label probe "LP" gemaB der Figuren 7, 8 und 12 in D1. 

5. Im Gegensatz zum Verfahren in Anspruch 1 sind im Verfahren gemaB Anspruch 2 
ohne Auswahl spezifischer Markierungsgruppen und -technologien Teilkom- 
plexe, die nur jeweils einen der (unmarkierten) Analyte enthalten (und somit nicht 
als positiv auszuwerten waren) nicht von "vollstandigen" Komplexe der Konforma- 
tion e1 x ml x e2 x e3 x m2 unterscheidbar. 

Anspruch 2 scheint somit nicht alle fur die erfolgreiche Umsetzung des Verfahrens 
notwendigen Verfahrensmerkmale und -anpassungen zu enthalten. Er entspricht 
somit nicht den Erfordernissen von Art. 6 PCT. 

6. Im Gegensatz zu den Anspruchen 1 und 2 enthalten die Kitanspriiche 25 und 26 
keinerlei Spezifikationen hinsichtlich der Wechselbeziehung der Erkennungs- 
spezies mit den verschiedenen Markersubstanzen. Die demgemaB beanspruch- 
ten Testkits sind somit nicht erkennbar speziell fur die erfindungsgemaBen Ver- 
fahren angepaBt (siehe auch Sektion V, Punkt 2 und 3). 

Die spezielle Wechselbeziehung der beiden Erkennungsspezies mit den ubrigen 
Assaykomponenten, die in der Ausbildung eines besonderen Nachweiskomplexes 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/1 0333 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

resultiert, stellt im vorliegenden Fall ein notwendiges technisches Merkmal im 
Sinne von Artikel 6 PCT und Regel 13 PCT dar. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 4) (EPA-April 1997) 



31-10-2000 



EP 009910333 



- 1 - 



PCT/EP99/10333 

Aventis Research & Technologies GmbH & Co. KG 



30. Oktober 2000 
H28045PC BOVZW/ps 



P atentanspriiche 



5 1. Nachweisverfahren enthaltend folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
ersten Erkennungsspezies, die den ersten Marker erkennt, 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie, die sowohl den ersten 
Marker, wie auch den zweiten Marker erkennt, 

10 (c) Behandlung der Probe mit einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 

erkennt, 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit des ersten und des zweiten Markers in 
der Probe, durch den Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit eines 
Komplexes aus den genannten Erkennungsspezien und Markem. 



15 



2. Nachweisverfahren enthaltend folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
ersten Erkennungsspezie, die den ersten Marker erkennt, 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie, die den ersten Marker, 
20 und eine dritte Erkennungsspezie erkennt, 

(c) Behandlung der Probe mit einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 
und die zweite Erkennungsspezie erkennt, 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit des ersten und des zweiten Markers in 
der Probe, durch den Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit eines 

25 Komplexes aus den genannten Erkennungsspezien und Markem. 
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3. Nachweisverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB weitere 
Erkennungsspezien, die weitere Marker erkennen, in weiteren Behandlungsschritten 
eingesetzt werden. 

4. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Erkennungsspezie, vorzugsweise die erste Erkennungsspezie, an einen Trager 
immobilisiert wird. 



5. Nachweisverfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager 
ausgewahlt ist aus einem festen oder gelartigem Material, insbesondere Chipmaterial 
und/oder diinne Schichten des Materials, vorzugsweise Keramik, MetalL insbesondere 
Edelmetall, Glaser, Kunststoffe, kristalline Materialien oder (bio)molekulare Filamente, 
insbesondere Cellulose oder Geriistproteine. 



15 6. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
genannte Erkennungsspezie und/oder der Marker eine synthetische Substanz, ein 
Naturstoff und/oder ein Naturstoffderivat ist, vorzugsweise ausgewahlt aus einem Peptid, 
Peptoid, Protein, Saccharid oder einer Nukleinsaure. 



20 7. Nachweisverfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die synthetische 
Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat ausgewahlt ist aus einem Rezeptor 
oder einem funktionellen Teil davon, insbesondere aus der extrazellularen Domane eines 
Membran-standigen Rezeptors, einem Antikorper oder einem funktionellen Teil davon, 
insbesondere einem Fv-Fragment, einem einzelkettiges Fv-Fragment (scFv) oder einem 
25 Fab-Fragment, einem Zellbestandteil, insbesondere einem Lipid, Glykoprotein, 

Filamentbestandteil, Lectin, Liposom, Mitogen, Antigen, sekundarer Metabolit oder 
Hapten, einer Zelle, insbesondere einer lymphoide Zelle, oder einem Virus, insbesondere 
einem Virusbestandteil, vor allem einem Kapsid, oder einem Viroid, oder einem Derivat, 
insbesondere einem Acetat, oder deren wirksame Teile, oder einer einzelstrangigen oder 
30 doppelstrangigen Nukleinsaure, insbesondere eine natttrliche Nukleinsaure in Form einer 
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DNA oder RNA oder eine nicht-natttrliche Nukleinsaure, vorzugsweise p-RNA, p-DNA, 
PNA oder CNA, oder Hybriden der genannten Substanzen. 

8. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
5 Erkennung eines Markers durch eine Erkennungsspezie tiber nicht-kovalente 

Wechselwirkungen erfolgt, insbesondere fiber Wasserstoffbriicken, Salzbriicken, 
Stapelungen, MetaUigandierungen, Charge-Transfer-Komplexe, Van-der-Waals-Krafte 
oder hydrophobe Wechselwirkungen. 

10 9. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens eine Erkennungsspezie markiert ist, insbesondere sind alle 
Erkennungsspezien markiert, vorzugsweise sind mindestens zwei Erkennungsspezien 
unterschiedlich markiert. 

15 10. Nachweisverfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Markiening eine 
nicht-radioaktive Markiening oder radioaktive Markiening, vorzugsweise eine LOCI- 
Markierung, FRET-Markierung, Huoreszera-Quenching-Markierung, SPA-Markierung, 
Fluoreszenzmarkierung, enzymatische Markiening, Redoxmarkierung oder 
Spinmarkierung ist. 

20 

11. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Marker und/oder das Signal amplifiziert wird. 

12. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB der 
25 Nachweis gemaB Schritt (d) des Verfahrens kompetitiv erfolgt. 

13. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens ein Marker eine natiirliche oder nicht-natttrliche, einzelstrangige oder 
doppelstrangige Nukleinsaure und jeder weitere Marker eine von einer Nukleinsaure 
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verschiedene synthetische Substanz, ein verschiedener NaturstofF oder ein verschiedenes 
Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antigen ist. 

14. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB der 
5 erste Marker und jeder weitere Marker eine naturliche oder nicht-natiirliche, 

einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure oder altemativ eine von einer 
natiirlichen Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, ein verschiedener 
Naturstoff oder ein verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antigen ist. 

10 15. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-14, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
naturliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure als 
Marker von einer natiirlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder 
doppelstrangigen Nukleinsaure als Erkennungsspezie erkannt wird. 

15 16. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-15, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat von einer synthtischen 
Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat, vorzugsweise von einem 
Antikorper oder einem Antikorperderivat als Erkennungsspezie erkannt wird. 

20 17. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens eine Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige 
oder doppelstrangige Nukleinsaure und jede weitere Erkennungsspezie eine von einer 
Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener Naturstoff oder 
verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat 

25 ist. 

18. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB die 
erste Erkennungsspezie und jede weitere Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht- 
natiirliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure oder altemativ eine von 
30 einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener Naturstoff oder 
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verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat 
ist. 

19. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, dafi 
5 mindestens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 

naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer anderen 
naturlichen oder nicht-natiirUchen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure 
ist. 

10 20. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer synthetische Substanz, einem 
Naturstoff oder einem Naturstoffderivat und einer anderen synthetischen Substanz, einem 
anderen Naturstoff oder einem anderen Naturstoffderivat ist. 

21. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, dafi 
mindestens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 
naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer von einer 
Nukleinsaure verschiedenen synthetischen Substanz, einem verschiedenen Naturstoff 
oder einem verschiedenen Naturstoffderivat, vorzugsweise ein AntikSrper oder 
Antikorper-Derivat ist. 

22. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
erste Erkennungsspezie eine natiirliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder 
doppelstrangige Nukleinsaure ist, eine zweite Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer 

25 naturlichen oder nicht-natttrlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure 

und einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat, 
vorzugsweise ein Antikorper oder AntikSrper-Derivat ist 

23. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
30 erste Erkennungsspezie eine natiirliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder 
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doppelstrangige Nukleinsaure ist, eine zweite Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer 
naturlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure 
und einer anderen natiirlichen oder nicht-naturUchen, einzelstrangigen oder 
doppelstrangigen Nukleinsaure ist, und die dritte Erkennungsspezie eine weitere andere 
natiirliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure ist. 



24. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, dafi eine 
erste Erkennungsspezie eine synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein 
Naturstoffderivat, vorzugsweise ein AntikSrper oder Antikorper-Derivat ist, eine zweite 

10 Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder 

einem Naturstoffderivat, vorzugsweise aus einem Antikorper oder AntikSrper-Derivat, 
und einem anderen Naturstoff oder einem anderen Naturstoffderivat, vorzugsweise ein 
anderer Antikorper oder Antikorper-Derivat ist, und eine dritte Erkennungsspezie eine 
weitere andere synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat, 

15 vorzugsweise ein weiterer anderer AntikSrper oder Antikorper-Derivat ist. 

25. Testsystem zum Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit von mindestens zwei 
verschiedenen Markem in einer Probe enthaltend mindestens zwei Erkennungsspezien, 
die die mindestens zwei verschiedenen Marker unter Ausbildung eines Komplexes 
20 erkennen, wobei mindestens zwei der Erkennungsspezien unterschiedlich markiert sind. 



26. Testsystem nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens eine 
Erkennungsspezie an einen Trager immobilisiert ist. 



25 27. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens eine 
Erkennungsspezie eine natiirliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige oder 
doppelstrangige Nukleinsaure ist und mindestens eine andere Erkennungsspezie eine 
andere natiirliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige oder doppelstrangige 
Nukleinsaure ist. 
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28. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie eine von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, ein 
verschiedener Naturstoff oder ein verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein 
Antikorper oder AntikSrper-Derivat ist, und mindestens eine andere Erkennungsspezie 
5 eine andere von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener 

Naturstoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder 
AntikSrper-Derivat ist. 

29. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
10 Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht-naturlichen, 

einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und eine von einer Nukleinsaure 
verschiedenen synthetischen Substanz, ein verschiedener Naturstoff oder ein 
verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat 



15 



20 



ist. 



30. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht-naturlichen, 
einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer anderen naturlichen oder 
nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure ist. 



31. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungspezie ein Hybrid aus einer von einer Nukleinsaure verschiedenen 
synthetischen Substanz, verschiedener Naturstoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, 
vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist, und einer anderen von einer 
25 Nukleinsaure verschiedenen synthetischen Substanz, verschiedener Naturstoff oder 

verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder AntikSrper-Derivat 



ist. 



32. Verfahren zur Herstellung eines Testsystems gemSB einem der Anspriiche 25-31, dadurch 
30 gekennzeichnet, daB die einzelnen Erkennungsspezien zusammengestellt werden. 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie an einen Trager immobilisiert wird. 



5 34. Verwendung des Testsystems nach einem der Anspriiche 25-3 1 zum Nachweis von An- 
und/oder Abwesenheit von mindestens zwei verschiedenen Markem in einer Probe. 



35. Verwendung des Testsystems nach Anspruch 32 in Form eines Diagnostikums oder eines 
Analyten. 

10 

36. Verwendung des Testsystems nach Anspruch 32 oder 33 fur den Nachweis einer 
Erkrankung oder fur die Umweltanalytik, insbesondere zum Nachweis von 
Krankheitserregern, Markem von Krankheiten, Toxinen und/oder Allergenen. 
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Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 
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International application No.: 
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Applicant's or agent's file reference: 
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International filing date: 

22 December 1999 (22.12.99) 


Priority date: 

23 December 1998 (23.12.98) 


Applicant: 

WAGNER, Thomas et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[><] in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 

11 April 2000(11.04.00) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



The election | X| was 

| ] was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer: 




The International Bureau of WIPO 






34, chemin des Colombettes 






121 1 Geneva 20, Switzerland 
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20 December 2000 (20.12.00) 
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Applicant's or agent's file reference 

H 28045PC 

International application No. 

PCT/EP99/10333 



BOSL, Raphael 

Bardehle, Pagenberg, Dost, Altenburg 
Geissler, Isnbruck 

Galileiplatz 1 ( -^tt^tt 
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REPLY DUE 



see paragraph 1 below 



International filing date (day/month/year) 

22 December 1999 (22.12.99) 



Applicant 



AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES GMBH & CO. KG 



\ | REPLY DUE within 



months/days from the above date of mailing 



| | ' NO REPLY DUE, however, see below 
[>3 IMPORTANT COMMUNICATION 
I"! INFORMATION ONLY 



COMMUNICATION: 

The applicant's attention is drawn to the fact that the defects under PCT Rule 1 1 , as 

?S^%^^ 1 ££^ ¥ ^^^^««f^^^ such a 

™ma^e sheei: of the drawings as originally filed and as published on 06 July 2000 
(06.07.00), already comply with PCT Rule 1 1 in this respect. 

A copy of this communication has been sent to the receiving Office (RO/EP) for 
information. 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

N. Wagner 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 




FormPCT/IB/345 (July 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 
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Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 

20 December 2000 (20.12.00) 

Applicant's or agenfs file reference 
H 28045PC 

International application No. 
PCT/EP99/10333 



1. The following indications appeared on record concerning: 



To: 



BOSL, Raphael r 



Bardehle, PagenbergJ^DbsU: 
Altenburg, Geis?le£i§ribrackt 
Galileiplatz 1 j 
D-81679 MuncheiTL 
ALLEMAGNE | ™ 



echisanw 
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the applicant 



the inventor 



Name and Address 

WAGNER, Thomas 
Romerstrasse 18 
D-65719 Hofheim 
Germany 



IMPORTANT NOTIFICATION 

International filing date (day/month/year) 
22 December 1999 (22.12.99) 



Q the agent. Q the common representative 

State of Nationality I State of Residence 

DE I DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



| | the person 

Name and Address 

WAGNER, Thomas 
Sonnenbuhlstrasse 73 
78464 Konstanz 
Germany 



the name 



the address 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 

4. A copy of this notification has been sent to: 
| X| the receiving Office 
[ | the International Searching Authority 
[~X"| the International Preliminary Examining Authority 

The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 
Form PCT/IB/306 (March 1994) 



[ | the designated Offices concerned 
| X| the elected Offices concerned 
[ [ other: 



Authorized officer 

N. Wagner 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 




PCT 



NARBEIT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

H 28045PC 


^-.----e siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
Wfci I tnt& Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/10333 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

22/12/1999 


(Fruhestes) Priorrtatsdatum ( / ag/Monaujanrj 

23/12/1998 


Anmelder 

AVENTIS RESEARCH & TECHNOLOGIES GMBH & CO. KG 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteltt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser international e Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 „ Blatter. 

[X] DarOber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Techn.k bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

PI Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

|~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

PI Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
' — 1 internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

□ Bestlmmte Anspruche haben sich als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangel nde Elnheltllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

|T] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ [ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 



□ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
1X1 Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses mternattonalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — L 



(T| wie vom Anmelder vorgeschlagen □ keine der Msb ' 

| [ W eil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



nach Zeile 3 bitte folgenden Text hinzufugen: 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass die Verknupfung von zwel Oder 
mehreren Testergebnissen auf molekularer Ebene im Sinne der Bool scnen 
Verkettung einen qualitativ sehr guten, einfachen und kostengunstigen 
Analytentest erlaubt, wobei sich die verschiedenen Testergebmsse 
untereinander nicht im wesentlichen storen. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1 998) 
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Internationales Aktenzelchen 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10333 



I. Grundlage des Berichts 



rv r porinht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
S ul^^X^. Telten im Ralmen dieses Bericnts a/s 'ursprunglicn eingereicnf und s.nd 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 



1-13 



ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

■I_36 eingegangen am 



31/10/2000 mit Schreiben vom 30/10/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



o uinoi.htiirh riPr Sorache- Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
2 " Se worden ist, zur Verf Ogung Oder wurden in dieser eingere.cht, sofern 

unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteiie standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 

dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der international Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verdffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Arninosauresequenz ist die 
l^d^^ge Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotoko.ls durchgefuhr. worden, das. 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

n Di P Erklamna dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

OffenbamngsgS der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorge.egt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erlassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



5. □ 



eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzmtter, die «**» Anderungen enthaiten, ist unter Punkt 1 Nn Z uweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1 - 36 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1 - 24 

Nein: Anspruche 25 - 36 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 - 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur K.arheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der ^ ° b * AnSPr ° Che 

in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, .st folgendes zu bemerken. 
siehe Beiblatt 
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Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1:US-A-5,635,352 
D2: WO-A-98/23956 

SEKTION V: 

a . h cter Klarstellung daB die "Marker" zu analysierende Bestandteile der 

* unabnangigen Ansprucnen 1 und 2 dargelegten 
V^^^flenOber Testmethoden, die die Bestimmung eines e.nz.gen 
Tna^en unter Verwendung eines mehrfach indirekten Nachwe.ses be.nha.ten 
(siehe D1 , und Sektion VIII, Punkt 4). 

Die ansoruchsgemaBen Merkma.e lassen sich zudem nicht in naheliegender 
Z^Zlt* Stand der Technik gemaB des Recherchenberichts ab,e,ten. 

5fi Atxr An-nriiche 1 - 24 scheint somit neu zu sein und auf 
und (3) PCT zu erfiillen. 

Ansoruch 25 richtet sich auf Testkits, die (mindestens) zwei Erkennungsspezies 

Vertahren zur gieichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyte unter V«*£*ng 
von « die ieweiiigen Anaiyte spezifische, und voneinander un.ersche.dba e Er- 

• a , ic Hpm Stand der Technik bekannt (s. D2, S. 1 , 

r : 2 ITs".;; u d"s 4 US Z 21 Der Fachmann W 0rde die Zusammen- 
"stlng detdafOr notwendigen Beagenzien, insbesondere der E*ennungsspe- 
z!e" in Form von Tes,k,,s ais naheiiegende MaBnahme erach.en. Derange K„s 
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wiirden in den Schutzbereich der vorliegenden, breiten Anspruche 25 und 26 
fallen. 

Die genannten Anspruche erfullen somit nicht die Erfordernisse des Artikels 33(3) 
PCT (siehe auch Sektion VIII, Punkt 5). 

Der Einwand bezieht sich gleichermaBen auf die abhangigen Anspruche 28, 32 
und 33, deren Merkmale in D2 vorbeschrieben sind, sowie auf die Anspruche 34 - 
36 die sich auf die konventionelle Verwendung des naheliegenden Testsystems 
in bekannten Testverfahren (die gemaB Anspruchswortlaut nicht mit den in An- 
spruch 1 und 2 genannten Verfahren identisch sein miissen) richten. 

Die Merkmale der abhangigen Anspruche 27, 29 - 31 sind aus D2 nicht ableitbar. 
Berucksichtigung dieser Merkmale in den ubergeordneten Anspruchen fuhrt je- 
doch nicht zu einem Produkt, das speziell fur die Ausfuhrung des erfindungsge- 
maBen Verfahrens angepaBt ware, und die vorgegebene Aufgabenstellung losen 
konnte. 

Die obengenannten Anspruche genugen somit nicht den Erfordernissen des 
Artikels 33(3) PCT (siehe auch Sektion VIII, Punkt 6). 



SEKTION VIII: 



Laut Anspruch 1 stellen die als Marker bezeichneten Assaykomponenten zu ana- 
lysierende Substanzen z.B. in einer klinischen Probe dar. Als solche liegen "Mar- 
ker" Oder genauer ausgedruckt "Analyte" grundsatzlich in unmarkierter Form 
und in unbekannter Konzentration vor. Den beiden vorliegenden Arbeitsbei- 
spielen liegt jedoch die Bestimmung einer einzigen unmarkierten, und somit 
als Analyt anzusehenden Substanz zugrunde. Die Arbeitsbeispiele fallen somit 
nicht in den Schutzbereich der vorliegenden Anspruche. Hinsichtlich der verwen- 
deten Reagenzien (die als "Marker 2" bezeichnete Substanz wurde als Fluores- 
zein-markiertes Derivat und in vorgegebener Konzentration zugesetzt) beschrei- 
ben die Beispiele ein Verfahren zur Bestimmung eines einzigen Analyten unter 
Verwendung von mehrfach indirekter Markierung. 
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PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT . . 

Es liegt somit ein Widerspruch zwischen dem experimentellen Teil der Beschrei- 
bung und dem Anspruchsgegenstand vor. Die Anmeldung genugt somit nicht den 
Erfordernissen des Artikels 6 PCT. 

Verfahren unter Verwendung mehrfach indirekter Markierung und Signalamplifika- 
tion sind in D1 vorbeschrieben. Sollte der Begriff "Marker" dahingehend ausgelegt 
werden, daB er in vorgegebener Menge zugesetzte, und insbesondere markierte 
Reagenzien umfaBt, deren Funktion genauer mit dem Begriff "Erkennungsspe- 
zies" umschrieben ware, ergabe sich ein Einwand wegen fehlender Neuheit 
gegenuber D1 : 

GemaB der beiden vorliegenden Arbeitsbeispiele'ist das als "m2" bezeichnete 
Reagenz kein Analyt, sondern dient als Detektionsmittel, und ist somit hinsichtlich 
seiner Signalfunktion und Lokalisation im resultierenden Reaktkionskomplex als 
vierte Erkennungsspezies "e4 u , aufzufassen. Es hat damit identische Funktion wie 
die Label probe "LP" gemaB der Figuren 7, 8 und 12 in D1. 

5. Im Gegensatz zum Verfahren in Anspruch 1 sind im Verfahren gemaB Anspruch 2 
ohne Auswahl spezifischer Markierungsgruppen und -technologien Teilkom- 
plexe, die nur jeweils einen der (unmarkierten) Analyte enthalten (und somit nicht 
als positiv auszuwerten waren) nicht von "vollstandigen" Komplexe der Konforma- 
tion e1 x ml x e2 x e3 x m2 unterscheidbar. 

Anspruch 2 scheint somit nicht alle fur die erfolgreiche Umsetzung des Verfahrens 
notwendigen Verfahrensmerkmale und -anpassungen zu enthalten. Er entspricht 
somit nicht den Erfordernissen von Art. 6 PCT. 

6. Im Gegensatz zu den Anspriichen 1 und 2 enthalten die Kitanspruche 25 und 26 
keinerlei Spezifikationen hinsichtlich der Wechselbeziehung der Erkennungs- 
spezies mit den verschiedenen Markersubstanzen. Die demgemaB beanspruch- 
ten Testkits sind somit nicht erkennbar speziell fur die erfindungsgemaBen Ver- 
fahren angepaBt (siehe auch Sektion V, Punkt 2 und 3). 

Die spezielle Wechselbeziehung der beiden Erkennungsspezies mit den ubrigen 
Assaykomponenten, die in der Ausbildung eines besonderen Nachweiskomplexes 
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resultiert, stellt im vorliegenden Fall ein notwendiges technisches Merkmal im 
Sinne von Artikel 6 PCT und Regel 13 PCT dar. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a test system containing at least two detection species, which detect at least two different markers by forming 
a complex. The invention also relates to the production of said test system and to its use in a suitable detection method. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem, enthaltend mindestens zwei Erkennungsspezien, die mindestens zwei verschiedene 
Marker unter Ausbildung eines Komplexes erkennen, seine Herstellung sowie Verwendung in einem geeigneten Nachweisverfahren. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanicn 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Amienien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osleneich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AL) 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swastland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes K6nigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikisian 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TOrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


Bj 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasitien 


1L 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Iialien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


Cdte dMvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CL) 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 00/39581 



PCT/EP99/10333 



5 



Testsystem zur Erkennung verschiedencr Marker, seine Herstellung 
10 sowie Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem enthaltend mindestens zwei Erkennungs- 
spezien, die mindestens zwei verschiedene Marker unter Ausbildung eines Komplexes erken- 
15 nen. seine Herstellung sowie Verwendung in einem geeigneten Nachweisverfahren. 

Die Anwendungsbereiche von Testsystemen, wie z. B. Diagnostika, sind in der Biologie, Bio- 
chemie. Medizin und Pharmakologie weit verbreitet. Vor a!!em in der Medizin ist eine zu- 
verlassige und eindeutige Diagnose von Krankheiten, wie z. B. virale Infektionen oder Krebs ; 

20 von auBerordentlicher Wichtigkeit zur Steigerung der Lebensqualitat, da nur durch ein friih- 
zeitiges Erkennen einer Krankheit eine rechtzeitige und effektive Behandlung erfolgen kann. 
Basierend auf der Erkennung krankheitsspezifischer Marker bzw. Liganden, wie z. B. Nu- 
kleinsauresequenzen, Proteine oder Antigene, wird der Erreger oder die Krankheit in der bio- 
logischen Probe nachgewiesen. Weit verbreitet sind Diagnostiktests. in denen jeweils ein 

25 Marker oder eine Klasse von Markern nachgewiesen wird, wie z. B. bei ELISA oder bei Am- 
plifizierungsmethoden, wie PCR, b-DNA, Southern-. Western- oder Northern-Blotting. Die 
verwendeten Detektionsarten reichen von einfachen Farbungsrnethoden und kalorimetrischen 
Methoden iiber Fluoreszenz-Energy-Transfer (FRET) und Fluoreszenz-Quenching bis zum 
Scintillation Proximity Assay (SPA). 

30 

Ein wesentlicher Nachteil bei der Verwendung von nur einem Marker bzw. einer Markerklas- 
se ist, dafi leicht falschlicherweise positive Testergebnisse entstehen, die auch zu falschen 
Riickschlussen bezliglich einer bestimmten Krankheit fuhren. Oftmals muB daher ein zweiter 
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Test Oder noch vveitere Tests auf den gleichen oder komplimentaren Analyten durchgefuhrt 
werden, urn eine zuverlassige Aussage beziiglich krank/gesund treffen zu konnen. Dies fuhrt 
zu mehreren Tests, deren Ergebnisse miteinander zu vergleichen sind, was zugleich auf\ven- 
dig und kostenintensiv ist. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, qualitativ bessere, weniger aufwendigere 
und kostengunstigere Analytentests als die bereits bekannten zu entwickeln. 



Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dafi die Verknupfung von zwei oder mehreren 
Testergebnissen auf molekularer Ebene im Sinne der BooFschen Verkettung einen qualitativ 
sehr guten, einfachen und kostengiinstigen Analytentest erlaubt. wobei sich die verschiedenen 
Testergebnisse untereinander nicht im wesentlichen storen. 



Gegenstand der Erfindung ist daher ein Nachweisverfahren enthaltend folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
ersten Erkennungsspezie. die den ersten Marker erkennt, 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie. die sovvohl den ersten 
Marker, wie auch den zweiten Marker erkennt, 

(c) Behandlung der Probe mit einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 
erkennt, 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit eines Komplexes aus den genannten 
Erkennungsspezien und Markern. 



Des Weiteren ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Nachweisverfahren enthaltend 
folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
ersten Erkennungsspezie, die den ersten Marker erkennt, 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie, die den ersten Marker, 
und eine dritte Erkennungsspezie erkennt, 
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(O Behandlung der Probe mil einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 
und die zvveite Erkennungsspezie erkennt. 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abvvesenheit eines Komplexes aus den genannten 
Erkennungsspezien und Markern. 



Zur Erhohung der Spezifitat ist es in einer weiteren Ausfiihrungsform vorteilhaft. daB weitere 
Erkennungsspezien. die weitere Marker erkennen, in weiteren Behandlungsschritten einge- 
setzt werden. was bei einer Erweiterung auf n-Liganden mil n gleich eine natiirliche Zahl n + 
1 Erkennungsspezien zur Folge hat. 



In weiteren bevorzugten Ausfuhrungsformen wird das Nachweisverfahren in homogener. teil- 
homogener (modularer) oder immobilisierter Form durchgefuhrt. Bei einer homogenen Aus- 
fiihrungsform werden schrittweise die Bindungsereignisse erzeugt und der sich eventuell ge- 
bildete Komplex in einem sogenannten Proximity Assay nachgewiesen. Dabei werden die 

1 5 erste und die letzte Komponente vorzugsweise so markiert. daB sie nur bei gegenseitiger Nahe 
ein Signal erzeugen konnen. Bevorzugte Detektionsverfahren sind z. B. LOCI (Ullmann, E. et 
al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 5426), Fluoreszenz-Energy-Transfer (FRET) Car- 
dullo. R.A. (1992) in Nonradioactive Labeling and Detection of Biomolecules", 414-423. 
Springer Verlag). Fluoreszenz-Quenching (Ladokhin. A.S. (1997) ..Distribution analysis of 

20 depth-dependent fluorescence quenching in membranes: a practical guide". Methods- 
Enzymol.. 278. 462-473) oder Scintillation Proximity Assay (SPA) (Picardo, M. & Hughes. 
K.T. (1997) ..Scintillation proximity assays. High Throughput Screening"; Ed. Devlin, J. P.; 
Verlag Dekker, New York. N.Y., 307-316). 



25 Bei einer teilhomogenen oder modularen Ausfiihrungsform werden die Bindungsereignisse 
schrittweise und in Losung erzeugt. und, sobald der Komplex sich ausgebildet hat. iiber eine 
der Komponenten an einen festen Trager gebunden. Der sich bildende Komplex wird durch 
eine Markierung, insbesondere eine nicht-radioaktive Markierung oder radioaktive Markie- 
rung. vorzugsweise iiber eine Fluoreszenzmarkierung, enzymatische Markierung, Redoxmar- 

30 kierung oder Spinmarkierung nachgewiesen (Kessler, C. (Ed.) Nonradioactive Labeling and 
Detection of Biomolecules (1992), Springer Verlag, 414-423). 
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Bei einer immobilisierten Ausfuhrungsform wird eine Erkennungsspezie, vorzugsweise die 
erste Erkennungsspezie an einen festen Trager gebunden und nachfolgend durch schrittweise 
Zugabe der weiteren Komponenten der Komplex aufgebaut. Die Markierung erfolgt vor- 
zugsweise nach gleichen oder ahnlichen Methoden wie bei der teilhomogenen Ausftihrungs- 
form. 



Als Trager fur die Immobilisierung eignen sich vor allem festes oder gelartiges Material, ins- 
besondere Chipmaterial und/oder diinne Schichten des Materials, vorzugsweise Keramik. 
Metall. insbesondere Edelmetall, Glaser, Kunststoffe. kristalline Materialien oder 
1 0 (bio)molekulare Filamente, insbesondere Zellulose oder Gerustproteine. 



Die in dem erfindungsgemaflen Nachweisverfahren eingesetzten Erkennungsspezien und/oder 
Marker sind insbesondere eine synthetische Substanz, ein Naturstoff und/oder ein Naturstoff- 
derivat. vorzugsweise ein Peptid, Peptoid, Protein. Saccharid oder eine Nukleinsaure. Beson- 

15 ders bevorzugt sind beispielsweise ein Rezeptor oder ein funktioneller Teil davon, insbeson- 
dere ein funktioneller Teil, der aus der extrazellularen Domane eines membran-standigen Re- 
zeptors entstammt, ein Antikorper oder ein funktioneller Teil davon, insbesondere ein Fv- 
Fragment (Skerra & Pliickthun (1988), Science 240, 1038). ein einzelkettiges Fv-Fragment 
(scFv; Bird et al. (1988), Science 242, 423; Huston et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 

20 85, 5879) oder ein Fab-Fragment (Better et al. (1988), Science 240. 1041), ein Aptamer, bei- 
spielsweise ein DNA- oder RNA-Aptamer oder Derivate davon. beispielsweise mit in der 
Nukleinsaurechemie ublichen Schutzgruppen versehene Aptamere, ein Zellbestandteil, insbe- 
sondere ein Lipid, Glykoprotein, Filamentbestandteil, Lektin, Liposom, Mitogen, Antigen, 
sekundarer Matabolit oder Hapten, eine Zelle, insbesondere eine lymphoide Zelle, oder ein 

25 Virus, insbesondere ein Virusbestandteil, vor allem ein Kapsid. oder ein Viroid oder ein Deri- 
vat, insbesondere ein Acetat, oder deren wirksame Teile, oder eine einzelstrangige oder dop- 
pelstangige Nukleinsaure, insbesondere DNA, RNA, p-RNA (Pitsch, S. et al., Helv. Chim. 
Acta. (1993), 76, 2161; Pitsch, S. et al., Helv. Chim. Acta. (1995), 78, 1621), p-DNA (DE 198 
37 387.2), PNA (peptidische Nukleinsaure (Nielsen, P.E. et al. (1991) Science, 254, 1497), 

30 CNA (Aminocyclohexylnukleinsaure; PCT/EP98/06002) oder ein Aptamer (siehe z. B. Bock, 
L.C. et al. (1992) Nature, 355, 564) oder Hybride der genannten Substanzen. 
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GemaB der vorliegenden Erfindung zahlen Aptamere aufgrund ihrer Bindungseigenschaften 
an spezifische von Nukleinsauren unterschiedliche Molekule, wie z. B. Proteine, nicht zu den 
Nukleinsauren, sondern zu Antikorper-Derivaten. Bevorzugt sind DNA-Aptamere oder 
RNA-Aptamere. 



Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren einschlieBlich Aptamere konnen auch modifiziert 
sein. Hierzu sind die dem Fachmann aus der Nukleinsaurechemie bekannten Methoden an- 
wendbar. Bevorzugt sind Modifikationen. die zu einer Stabilisierung der Nukleinsauren fuh- 
ren (siehe z. B. Uhlmann, E. & Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90. 543, No. 4). 



Ublichervveise erfolgt die Erkennung eines Markers durch eine Erkennungsspezie uber nicht- 
kovalente Wechselwirkungen, insbesondere uber Wasserstoffbriicken, Salzbrucken. Stape- 
lungen. Metalligandierungen, Charge-Transfer-Komplexe, Van-der-Waals-Krafte oder hydro- 
phobe Wechselwirkungen. Beispielsweise wird eine Nukleinsaure als Marker durch eine voll- 
15 standig oder teilweise komplementare Nukleinsaure erkannt oder eine synthetische Substanz, 
wie z. B. eine Chemikalie, ein Naturstoff und/oder ein Naturstoffderivat als antigene Stoffe 
werden von einem entsprechenden Antikorper oder Antikorper-Derivat erkannt. GemaB dem 
erfindungsgemaBen Nachweisverfahren konnen die Marker jeder beliebigen Substanzklasse 
angehoren. vorzugsweise jedoch aus mindestens zwei verschiedenen. 

20 

GemaB dem erfindungsgemaBen Nachweisverfahren ist des Weiteren mindestens eine Erken- 
nungsspezie markiert, vorzugsweise sind alle Erkennungsspezien markiert, vor allem sind 
mindestens zwei Erkennungsspezien unterschiedlich markiert. Wie bereits oben naher erlau- 
tert, kann die Markierung je nachdem ob es sich urn eine homogene, teilhomogene (modulare) 
25 oder immobilisierte Ausflihrungsform handelt, nicht-radioaktiv oder radioaktiv sein, vor- 
zugsweise LOCI, FRET, Fluoreszenz-Quenching, SPA, eine Fluoreszenzmarkierung, enzy- 
matische Markierung, Redoxmarkierung oder Spin-Markierung. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann der Marker und/oder das Signal ampli- 
30 fiziert werden, was zu einer Erhohung der Sensittvitat des Nachweisverfahrens ftihrt. Die 
Amplifizierung des Markers betrifft insbesondere die Amplifizierung von Nukleinsauren, 
beispielsweise durch PCR, NASBA, LCR, SDA, QP-Replikation oder RT-PCR (Kessler, C. 
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(1992) supra). Die Signalamplifizierung wird beispielsweise durch sog. Cross-Linking von 
Bindungspartnern, Antikorper- oder Nukleinsaure-Baumen (z. B. b-DNA), katalytische Sub- 
stratumsetzung (z. B. alkalische Phosphatase. Peroxidase, P-Galaktosidase) oder Signalkaska- 
den erreicht. 



Neben der genannten in vitro Amplifizierung ist auch eine in vivo Amplifizierung, z. B. De- 
tektion von r-RNA, indirekte Detektion von Antigenen. moalich. 



15 



Grundsatzlich kann man die Marker in zwei Klassen aufteilen. Bei sog. Positivmarkern wird 
das Fehlen dieser Marker nachgewiesen, z. B. iiber das Fehlen eines Signals. Positive Marker 
beziehen sich im allgemeinen auf in einem gesunden Organismus vorhandene Marker, z.B. 
m-RNA. Als negative Marker werden im allgemeinen die Substanzen eines Pathogens oder 
eines kranken Organismus bezeichnet, der iiber das erfmdungsgemafie Nachweisverfahren 
bestimmt werden kann. 



Gemafl dem erfindungsgemaBen Nachweisverfahren konnen entweder zwei oder mehrere 
negative, zwei oder mehrere positive oder zwei oder mehrere positive und negative Marker 
nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgt somit entweder iiber das Auftreten oder iiber das 
Fehlen eines Signals. Ebenso ist eine Verdrangung eines Signals z.B. durch das Verdrangen 

20 eines Molektils aus einem Komplex oder aus seiner bindenden Konformation (z.B. Molecular 
Beacons. S. Tyaki, Kramer F. R., Nature Biotechnology 14, 303-308, 1996; R.P. Ekins. Clini- 
cal Chemistry, 44/9, 2015-2030, 1998) in einem kompetitiven Assay moglich. Hierzu wird 
eine Substanz dem Testsystem zugegeben, die einen der nachzuweisenden Marker verdrangt. 
wobei der aus Markern und Erkennungsspezien aufgebaute Molekulkomplex und damit auch 

25 das damit verbundene Signal verschwindet. Uber eine Titration laBt sich somit auf einfache 
Art und Weise die Konzentration des verdrangten Markers bestimmen. 



30 



Das erfmdungsgemafie Nachweisverfahren kann nun in mindestens einer der folgenden alter- 
nativen Ausfiihrungsformen vorliegen, die besonders bevorzugt sind: 
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I. Mindestens ein Marker ist eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder 
doppelstrangige Nukleinsaure und jedere weitere Marker ist eine von einer Nuklein- 
saure verschiedene synthetische Substanz, Naturstoff oder Naturstoffderivat, vorzugs- 
weise ein Antigen. 



Der erste Marker una jeder weitere Marker ist eine naturliche oder nicht-naturliche, 
einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure oder alternativ eine von einer Nu- 
kleinsaure verschiedene synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderi- 
vat vorzugsweise ein Antigen. 



Eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nuklein- 
saure als Marker wird von einer naturlichen oder nicht-natiirlichen, einzelstrangigen 
oder doppelstrangigen Nukleinsaure als Erkennungsspezie erkannt. 



Eine synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat wird von einer 
synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat. vorzugsweise 
von einem Antikorper oder einem Antikorper-Derivat als Erkennungsspezie erkannt. 



Mindestens eine Erkennungsspezie ist eine naturliche oder nicht-naturliche, einzel- 
strangige oder doppelstrangige Nukleinsaure und jede weitere Erkennungsspezie ist 
eine von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener Natur- 
stoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder ein An- 
tikorper-Derivat. 



Die erste Erkennungsspezie und jede weitere Erkennungsspezie ist eine naturliche 
oder nicht-naturliche, einzelstrange oder doppelstrangige Nukleinsaure oder alternativ 
eine von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener Natur- 
stoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder ein An- 
tikorper-Derivat. 
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Mindcstens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 
naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer anderen 
natiirlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nuklein- 

saure. 



Mindestens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer synthetischen Substanz, 
einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat und einer anderen synthetischen Sub- 
stanz. einem anderen Naturstoff oder einem anderen Naturstoffderivat. 



Mindestens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 
natiirlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer von einer 
Nukleinsaure verschiedenen synthetischen Substanz. einem verschiedenen Naturstoff 
Oder einem verschiedenen Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Anti- 
korper-Derivat. 

Eine erste Erkennungsspezie ist eine naturliche oder nicht-naturliche. einzelstrangige 
oder doppelstrangige Nukleinsaure, eine zweite Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus 
einer naturlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nu- 
kleinsaure und einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoff- 
derivat. vorzugsweise einem Antikorper oder Antikorper-Derivat. 



Eine erste Erkennungsspezie ist eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige 
oder doppelstrangige Nukleinsaure, eine zweite Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus 
einer naturlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nu- 
kleinsaure und einer anderen naturlichen oder nicht-natiirlichen einzelstrangigen oder 
doppelstrangigen Nukleinsaure, und die dritte Erkennungsspezie ist eine weitere ande- 
re naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure. 



12. 
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Eine erste Erkennungsspezie ist eine synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein 
Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat, eine zweite 
Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff 
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oder einem Naturstoffderivat, vorzugsweise einem Antikorper oder Antikorper- 
Derivat, und einer anderen synthetischen Substanz einem anderen Naturstoff oder ei- 
nem anderen Naturstoffderivat, vorzugsweise einem anderen Antikorper oder Anti- 
korper-Derivat, und eine dritte Erkennungsspezie ist eine weitere andere synthetische 
5 Substanz, ein weiterer anderer Naturstoff oder ein weiteres anderes Naturstoffderivat. 

vorzugsweise ein weiterer anderer Antikorper oder ein weiteres anderes Antikorper- 
Derivat. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist ein Testsystem enthaltend mindestens 
10 zwei Erkennungsspezien, die mindestens zwei verschiedene Marker unter Ausbildung eines 
Komplexes erkennen, vorzugsweise die oben bereits beschriebenen Erkennungsspezien bzvv. 
Marker. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist mindestens eine Erkennungsspezie an ei- 
nen Trager, wie vorzugsweise oben bereits naher beschrieben, immoblisiert. 

15 Das erfindungsgemaBe Testsystem kann in folgenden bevorzugten Ausfuhrungsformen einge- 
setzt werden: 

1. Mindestens eine Erkennungsspezie ist eine natiirliche oder nicht-naturliche. einzel- 
strangige oder doppelstrangige Nukleinsaure und mindestens eine andere Erkennungs- 

20 spezie ist eine andere natiirliche oder nicht-naturliche. einzelstrangige oder doppel- 

strangige Nukleinsaure. 

2. Mindestens eine Erkennungsspezie ist eine von einer Nukleinsaure verschiedene syn- 
thetische Substanz, ein verschiedener Naturstoff oder ein verschiedenes Naturstoffde- 

25 rivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat, und mindestens eine an- 

dere Erkennungsspezie ist eine andere von einer Nukleinsaure verschiedene syntheti- 
sche Substanz, verschiedener Naturstoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vor- 
zugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat. 



30 3. 



Mindestens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 
nattirlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer von einer 



WO 00/39581 



10 



PCT/EP99/10333 



Nukieinsaure verschiedenen synthetischen Substanz, verschiedener Naturstoff oder 
verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorperderivat. 

4. Mindestens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht- 
5 naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukieinsaure und einer anderen 

naturlichen oder nicht-naturlichen einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukieinsau- 
re. 

5. Mindestens eine Erkennungsspezie ist ein Hybrid aus einer von einer Nukieinsaure 
10 verschiedenen synthetischen Substanz verschiedener Naturstoff oder verschiedenes 

Naturstoffderivat vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat und einer an- 
deren von einer Nukieinsaure verschiedenen synthetischen Substanz, verschiedener 
Naturstoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder 
Antikorper-Derivat. 

15 

Das erfindungsgemalk Testsystem lafit sich beispielsweise dadurch herstellen, dali die fur die 
einzelnen Ausfuhrungsformen notwendigen Erkennungsspezien zusammengestellt werden. 
bzw. daft mindestens eine Erkennungsspezie an einen Tracer, wie oben bereits vorzugsweise 
beschrieben, nach dem Fachmann allgemein bekannten Verfahren immobilisiert wird. 

20 

Das erfindungsgemafie Testsystem laBt sich in dem erfindungsgemaBen Nachweisverfahren. 
wie oben naher beschrieben, einsetzen. lnsbesondere dient es zum Nachweis von An- 
und/oder Abwesenheit von mindestens zwei verschiedenen Markern in einer Probe. Vor- 
zugsweise liegt es in Form eines Diagnostikums oder eines Analyten vor. Es dient daher ins- 
25 besondere fur den Nachweis von Erkrankungen oder fur die Umweltanalytik. insbesondere 
zum Nachweis von Toxinen und/oder Allergenen. 

Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung naher beschreiben, ohne sie zu be- 
schranken. 
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BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

Fig. 1 zeigt schematise* den Nachweis von zwei Analyten (A und B) in einem Assay in der 
immobilisierten Ausfuhrungsform. 

Fig. 2 zeigt schematisch den Nachweis von zwei Analyten (Antigene A und B) in einem As- 
say in der immobilisierten Ausfuhrungsform. 

Fig. 3 zeigt schematisch den Nachweis von zwei Analyten (Nukleinsaure A und B) in einem 
Assay in der immobilisierten Ausfuhrungsform. 

Fig. 4 zeigt schematisch den Komplex aus Markern und Erkennungsspezien gemafi Beispiel 
1. 

Fig. 5 zeigt schematisch den Komplex aus Markern und Erkennungsspezien gemaB Beispiel 
2. 

BEISPIELE 

Gleichzeitige Detektion einer Desoxyribonucleinsaure und eines markierten Antikorper- 
Antigens. 

Ausgangsverbindungen: 

Die fur das Beispiel benotigten Reagenzien, wie Texas-Red® markiertes Oligonukleotidkon- 
jugat (24-mer DNA; Fa. Interactiva; DNA 1), ein biotinyliertes Oligonukleotidkonjugat (24- 
mer DNA; Fa. Interactiva; DNA 3); ein synthetisches Oligonukleotid (57-mer DNA; Fa. In- 
teraktiva; DNA 2), das zu den beiden anderen DNAs komplementare Sequenzen besitzt, 
Streptavidin-konjugiertes anti-Human IgG F(ab , ) 2 (Ziege; Fa. Rockland) und ein Fluorescein- 
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markiertes human IgG F(ab') 2 -Fragment (Fa. Rockland) als Antigen, sind alle kauflich er- 
haltlich 



Reagenz 


Spezifikation 1 


DNA 1 

(hrkennungsspezie 1) 


TexasRed-5 '-AAA-TGC-ATU-TCG-TCG-IGA-TGT-AAA-3'' 


DNA 2 

(Marker 1) 


5'-ATT-GTC-ATA-ATC-ATC-TTG-AGA-CGC-TTT-TTT-TTT- 
TTT-ACA-TCA-CGA-CGA-CAT HPA ttt v 


DNA 3 

(Erkennungsspezie 2) 


Biotin-5 '-GCG-TCT-C AA-C AT-G AT-TAT-G AC-AAT-3 ' 


Antikorper 
(Erkennungsspezie 3) 


Streptavidin-konjugiertes anti-Human IgG F(ab , ) 2 (Ziege) 


Antigen 
(Marker 2) 


Fluorescein-markiertes Human IgG F(ab , ) 2 Fragment 



5 Tabelle 1 : verwendete Erkennungsspezien und Marker 



Beispiel 1 



1 nmol TexasRed-markiertes Oligonucleotidkonjugat (DNA 1), 1 nmol Biotin-markiertes 
Oligonucleotidkonjugat (DNA 3) und 1 pmol des 57-meren Oligonucleotids (DNA 2 wurden 
in jeweils 150 ul Hybridisierungspuffer (5 x SSC, 0,02 % SDS) aufgenommen. AnschlieBend 
wurde fur 30 min auf 60 °C erwarmt, miteinander vermischt und 3 h bei 37 °C inkubiert. Man 
liefi auf Raumtemperatur (RT) abkuhlen, addierte 1 nmol des Streptavidin-anti-Human-IgG 
F(ab') 2 -Konjugats und 1 nmol des Fluorescein-markierten IgG F(ab')2-Fragments und liefi 
uber Nacht bei RT stehen. Der sich bildende Komplex wurde durch eine gelbe Bande in ei- 
nem nicht-denaturierenden Gel (15%-iges TEB-Gel, Fa. BioRad) nachgewiesen. 
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Beispiel 2: 
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1 nmol Biotin-markiertes Oligonucleotidkonjugat (DNA 1). 1 nmol Biotin-markiertes Oligo- 
nucleotidkonjugat (DNA 3) und 1 pmol des 57-meren Oligonucleotids (DNA 2) wurden in 
jeweils 150 ul Hybridisierungspuffer (5 x SSC, 0,02 % SDS) aufgenommen. Es wurde fur 5 
min auf 60 °C erwarmt, miteinander vermischt und 3 h bei 37 °C inkubiert. Man HeB auf 
Raumtemperatur (RT) abkuhlen und gab die Losung auf einer mit Streptavidin beschichteten 
Mikrotiterplatte (Fa. BIOTEZ, Best.-Nr. 040298920). Die uberstehende Losung wurde abpi- 
pettiert' und der Trager 5x mit 500 ul 0,9 % NaCI-Losung gewaschen. Nun addierte man 200 
ul einer, bei RT fur 2 h vorinkubierten Losung aus 200 ul Streptavidin-anti-Human-IgG 
F(ab') 2 (Ziege)-Losung (1,6 mg/ml) und 40 ul des Fluorescein-markierten IgG F(ab>- 
Fragment-Losung (5,0 mg/ml) und HeB 1-2 h bei RT inkubieren. Die uberstehende Losung 
wurde wiederum abpipettiert und der Trager 5x mit 500 ul 0.9 % NaCI-Losung gewaschen. 
Durch das Messen der Fluorescenz des Fluoresceins (A nmA : 494 nm, X max . E : 525 nm) wurde 
die Bildung des Komplexes nachgewiesen. 



Reagenz 


Spezifikation 


DNA r 

(Erkennungsspezie T) 


Biotin-5 '-AAA-TGC-ATG-TCG-TCG-TGA-TGT-AAA-3 ' 


DNA 2 
(Marker 1) 


5'-ATT-GTC-ATA-ATC-ATC-TTG-AGA-CGC-TTT-TTT-TTT- 
TTT-ACA-TCA-CGA-CGA-CAT-GCA-TTT-3' 


DNA 3 

(Erkennungsspezie 2) 


Biotin-5 -GCG-TCT-CA A-C AT-GAT-TAT-G AC- AAT-3 ' 


Antikorper 
(Erkennungsspezie 3) 


Streptavidin-konjugiertes anti-Human IgG F(ab') 2 (Ziege) 


Antigen 
(Marker 2) 


Fluorescein-markiertes Human IgG F(ab') 2 Fragment 



Tabelle 2: verwendete Erkennungsspezien und Marker 
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Patentanspruche 

1. Nachweisverfahren enthaltend folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
crsten Erkennungsspezie, die den ersten Marker erkennt, 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie, die sowohl den ersten 
Marker, vvie auch den zweiten Marker erkennt, 

(c) Behandlung der Probe mit einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 
erkennt, 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit eines Komplexes aus den genannten 
Erkennungsspezien und Markern. 

2. Nachweisverfahren enthaltend folgende Schritte: 

(a) Behandlung einer Probe enthaltend einen ersten und einen zweiten Marker mit einer 
ersten Erkennungsspezie, die den ersten Marker erkennt. 

(b) Behandlung der Probe mit einer zweiten Erkennungsspezie, die den ersten Marker, 
und eine dritte Erkennungsspezie erkennt, 

(c) Behandlung der Probe mit einer dritten Erkennungsspezie, die den zweiten Marker 
und die zweite Erkennungsspezie erkennt, 

(d) Nachweis von Anwesenheit oder Abwesenheit eines Komplexes aus den genannten 
Erkennungsspezien und Markern. 

3. Nachweisverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi weitere Er- 
kennungsspezien, die weitere Marker erkennen, in weiteren Behandlungsschritten einge- 
setzt werden. 
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Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Erkennungsspezie, vorzugsweise die erste Erkennungsspezie, an einen Trager immobili- 
sierl vvird. 

Nachweisverfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager ausge- 
wahlt ist aus einem festen oder gelartigem Material, insbesondere Chipmaterial und/oder 
diinne Schichten des Materials, vorzugsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall. 
Glaser. Kunststoffe, kristalline Materialien oder (bio)molekulare Filamente, insbesondere 
Cellulose oder Gerustproteine. 

Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB die ee- 
nannte Erkennungsspezie und/oder der Marker eine synthetische Substanz, ein Naturstoff 
und/oder ein Naturstoffderivat ist, vorzugsweise ausgewahlt aus einem Peptid, Peptoid. 
Protein. Saccharid oder einer Nukleinsaure. 

Nachweisverfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die synthetische Sub- 
stanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat ausgewahlt ist aus einem Rezeptor oder 
einem funktionellen Teil davon, insbesondere aus der extrazellularen Domane eines 
Membran-standigen Rezeptors, einem Antikorper oder einem funktionellen Teil davon, 
insbesondere einem Fv-Fragment, einem einzelkettiges Fv-Fragment (scFv) oder einem 
Fab-Fragment einem Zellbestandteil, insbesondere einem Lipid, Glykoprotein, Fila- 
mentbestandteil. Lectin, Liposom, Mitogen, Antigen, sekundarer Metabolit oder Hapten, 
einer Zelle, insbesondere einer lymphoide Zelle, oder einem Virus, insbesondere einem 
Virusbestandteil, vor allem einem Kapsid, oder einem Viroid, oder einem Derivat, insbe- 
sondere einem Acetat, oder deren wirksame Teile, oder einer einzelstrangigen oder dop- 
pelstrangigen Nukleinsaure, insbesondere eine naturiiche Nukleinsaure in Form einer 
DNA oder RNA oder eine nicht-naturliche Nukleinsaure, vorzugsweise p-RNA, p-DNA, 
PN A oder CNA, oder Hybriden der genannten Substanzen. 

Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB die Er- 
kenniing eines Markers durch eine Erkennungsspezie iiber nicht-kovalente Wechselwir- 
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kungen erfoigt, insbesondere iiber Wasserstoffbriicken. Salzbrticken, Stapelungen, Me- 
talligandierungen, Charge-Transfer-Komplexe, Van-der-Waals-Krafte oder hydrophobe 
Wechselwirkungen. 



9. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1 -8, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
stens eine Erkennungsspezie markiert ist, insbesondere sind alle Erkennungsspezien mar- 
kiert, vorzugsweise sind mindestens zwei Erkennungsspezien unterschiedlich markiert. 



Nachweisverfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung eine 
nicht-radioaktive Markierung oder radioaktive Markierung, vorzugsweise eine LOCI- 
Markierung, FRET-Markierung, Fluoreszenz-Quenching-Markierung, SPA-Markierung. 
Fluoreszenzmarkierung. enzymatische Markierung, Redoxmarkierung oder Spinmarkie- 
rung ist. 



15 11. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-10. dadurch gekennzeichnet, daB der 
Marker und/oder das Signal amplifiziert wird. 

12. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Nachweis gemaG Schritt (d) des Verfahrens kompetitiv erfoigt. 

20 

13. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
destens ein Marker eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder doppel- 
strangige Nukleinsaure und jeder weitere Marker eine von einer Nukleinsaure verschie- 
dene synthetische Substanz, ein verschiedener Naturstoff oder ein verschiedenes Natur- 

25 stoffderivat, vorzugsweise ein Antigen ist. 



Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB der 
erste Marker und jeder weitere Marker eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstran- 
gige oder doppelstrangige Nukleinsaure oder altemativ eine von einer natiirlichen Nu- 
kleinsaure verschiedene synthetische Substanz, ein verschiedener Naturstoff oder ein ver- 
schiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antigen ist. 
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15. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-14. dadurch gekennzeichnet. dafi eine 
naturliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure als 
Marker von einer natiirlichen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstran- 

5 gigen Nukleinsaure als Erkennungsspezie erkannt wird. 

16. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-15. dadurch gekennzeichnet, daB eine 
synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat von einer synthtischen 
Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat, vorzugsweise von einem Anti- 

10 korper oder einem Antikorperderivat als Erkennungsspezie erkannt wird. 

17. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16. dadurch gekennzeichnet. daB min- 
destens eine Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht-natiirliche. einzelstrangige oder 
doppelstrangige Nukleinsaure und jede weitere Erkennungsspezie eine von einer Nu- 

15 kleinsaure verschiedene synthetische Substanz, verschiedener Naturstoff oder verschie- 

denes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 

18. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB die 
erste Erkennungsspezie und jede weitere Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht- 

20 naturliche. einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure oder alternativ eine von ei- 

ner Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz. verschiedener Naturstoff oder ver- 
schiedenes Naturstoffderivat. vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 

19. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
25 destens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer natiirlichen oder nicht-naturlichen, 

einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer anderen natiirlichen oder 
nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure ist. 

20. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
30 destens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer synthetische Substanz, einem Natur- 
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stoff Oder einem Naturstoffderivat und einer anderen synthetischen Substanz. einem an- 
deren Naturstoff oder einem anderen Naturstoffderivat ist. 



10 



21. Nachweisverfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
destens eine Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht-natiirlichen. 
einzelstrangigen oder donpelstrangigen Nukleinsaure und einer von einer Nukleinsaure 
verschiedenen synthetischen Substanz, einem verschiedenen Naturstoff oder einem ver- 
schiedenen Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 



22. Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
erste Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht-nattlrliche, einzelstrangige oder dop- 
pelstrangige Nukleinsaure ist, eine zweite Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturli- 
chen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und 
einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder einem Naturstoffderivat. vorzugs- 
15 weise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist 



Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
erste Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht-naturliche, einzelstrangige oder dop- 
pelstrangige Nukleinsaure ist, eine zweite Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer natiirli- 
chen oder nicht-naturlichen, einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und 
einer anderen naturlichen oder nicht-naturlichen. einzelstrangigen oder doppelstrangigen 
Nukleinsaure ist. und die dritte Erkennungsspezie eine weitere andere naturliche oder 
nicht-naturliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure ist. 



Nachweisverfahren nach einem der Anspruche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
erste Erkennungsspezie eine synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffde- 
rivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist, eine zweite Erkennungs- 
spezie ein Hybrid aus einer synthetischen Substanz, einem Naturstoff oder einem Natur- 
stoffderivat, vorzugsweise aus einem Antikorper oder Antikorper-Derivat, und einem an- 
deren Naturstoff oder einem anderen Naturstoffderivat, vorzugsweise ein anderer Anti- 
korper oder Antikorper-Derivat ist, und eine dritte Erkennungsspezie eine weitere andere 
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synthetische Substanz, ein Naturstoff oder ein Naturstoffderivat, vorzugsweise ein weite- 
rer anderer Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 



25. Testsystcm enthaltend mindestens zwei 
5 schiedene Marker unter Ausbildung eines 

26. Testsystem nach Anspruch 25. dadurch 
nungsspezie an einen Trager immobilisier 



Erkennungsspezien, die mindestens zwei ver- 
Komplexes erkennen. 

gekennzeichnet. daB mindestens eine Erken- 
t ist. 



10 27. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26. dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie eine naturliche oder nicht-natiirliche. einzelstrangige oder doppel- 
strangige Nukleinsaure ist und mindestens eine andere Erkennungsspezie eine andere 
naturliche oder nicht-natiirliche, einzelstrangige oder doppelstrangige Nukleinsaure ist. 



15 28. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet. daB mindestens eine 
Erkennungsspezie eine von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz. ein 
verschiedener Naturstoff oder ein verschiedenes Naturstoffderivat. vorzugsweise ein An- 
tikorper oder Antikorper-Derivat ist, und mindestens eine andere Erkennungsspezie eine 
andere von einer Nukleinsaure verschiedene synthetische Substanz. verschiedener Natur- 

20 stoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper- 

Derivat ist. 



29. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht-naturlichen. einzelstrangi- 
gen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und eine von einer Nukleinsaure verschiedenen 
synthetischen Substanz, ein verschiedener Naturstoff oder ein verschiedenes Naturstoff- 
derivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 



30. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 
Erkennungsspezie ein Hybrid aus einer naturlichen oder nicht-natiirlichen, einzelstrangi- 
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gen oder doppelstrangigen Nukleinsaure und einer anderen natiirlichen oder nicht- 
naturlichen. einzelstrangigen oder doppelstrangigen Nukleinsaure ist. 



31. Testsystem nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet. daB mindestens eine 
Erkennungspezie ein Hybrid aus einer von einer Nukleinsaure verschiedenen syntheti- 
schen Substanz, verschiedener Naturstoff oder verschiedenes Naturstoffderivat, vorzugs- 
weise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist, und einer anderen von einer Nuklein- 
saure verschiedenen synthetischen Substanz, verschiedener Naturstoff oder verschiedenes 
Naturstoffderivat, vorzugsweise ein Antikorper oder Antikorper-Derivat ist. 



32. Verfahren zur Herstellung eines Testsystems gemaB einem der Anspruche 25-31. dadurch 
gekennzeichnet, daB die einzelnen Erkennungsspezien zusammengestellt warden. 



33. Verfahren nach Anspruch 32. dadurch gekennzeichnet. daB mindestens eine Erkennungs- 
spezie an einen Trager immobilisiert wird. 



Verwendung des Testsystems nach einem der Anspruche 25-31 zum Nachweis von An- 
und/oder Abwesenheit von mindestens zwei verschiedenen Markern in einer Probe. 

Verwendung des Testsystems nach Anspruch 32 in Form eines Diagnostikums oder eines 
Analyten. 



36. 



Verwendung des Testsystems nach Anspruch 32 oder 33 fur den Nachweis einer Erkran- 
kung oder fur die Umweltanalytik, insbesondere zum Nachweis von Krankheitserregern, 
Markern von Krankheiten, Toxinen und/oder Allergenen. 




CO 
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